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RESUMEN

se realizé la estandarizacién de la prueba de aglutinacién con
particulas de 1l&tex para el diagnéstico de infecciones sistémicas
causadas por Candida alkicaps. Se extrajo la manana de la pared
celular de esta levaduxa por medio de nidrélisis alcalina y
precipitacién con solucién de Fehling, y se le efectuaron anflisis de
calidad y pureza. Se produjo anticuerpos contra la manana de 1a pared
celular de Candida albjcans en conejos Nueva Zelanda hasta obtener un
titulo de aglutinacién en placa con cé&lulas completas de 1:1024. Este
suero obtenidc se utilizé para recubrir particulas de latex ¥y
utilizarlas en 1la deteccién de wmananas solubles. Como control

negativo se utilizé particulas de ldtex sensibilizadas con suero

hiperinmune anti Derpatophilius congolensis, que es un organismo no
relacionade con Candida ajbkicans. La minima concentracién de mananas

solubles detectada por esta técnica fué de 15 ug/ml.



1.0 INTRODUCCION.

1.1 GENERALIDADES DE Capdida albicans.
candida albigans es un hongo dimérfico que come levadura se considera

comensal del tracto gastrointestinal de individues sanos, pero es
también probablemente el hongo patSgeno nds importante. (2)
candida albicans pertenece al:

REINO: Fungi u hongo
PHYLUM: Deuteromycota © fungi
“imperfect"
CLASE: Blastomycetes
FAMILIA: Cryptococcaceae
GENERO: Candida
El génerc Candida se encuentra formado por hongos que presentan la

forma unicelular (levadura) como fase predominante y por algunas
especies que pueden llegar a presentar una fase pluricelular (micelio
verdadero), pasando por una etapa intermedia denominada tubo
germinativo (10).

Las levaduras son cé&lulas de forma oval Gram positivas, que miden de
2 a 8 um por 2.5 a 20 um dependiendo de lar especie. Son organismos
aerébicos que presentan divisién por gemacién (10).

Las principales caracteristicas de las 81 especies actualmente
agrupadas bajo el género gandida son: La habilidad para producir
pseudohifa o pseudomicelio {que son cadenas de blastosporas elongadas
gue dan apariencia de un micelio) en ciertos medios de cultivo, y 1la
capacidad de desarrollar ascosporas. Candida albicans no solo puede

presentarse como blastospora y pseudohifa, sino tambi&n como una hifa
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verdadera con formacién de clamidosporas (39).

Hace casi tres décadas, Hasenclever y Mitchell desarrollaren un
métode para la serotipificacién de gandisde albicaps. En base a
ant{genos de superficie no definidos adn, este método define dos
serogrupos principales, el A y el B (25,39).

Estudios independientes cn los Estados Unidos y en Europa realizados
entre 1961 y 1981 nmostraron que el serotipo prevalente en el
aislamiento de pacientes con infecciones causadas por Gandi{da
albicang era el tipo A (65-95%). Estudios mds recientes realizados en
Estados Unidos, Europa y Africa nuestran que hay un clare incremento
en la prevalencia del scrotipo B, sobre todo en pacientes con SIDA
(7).

Estudios realizados en microscopio electrénice (1) han revelado que
candida albjcans presenta una tipica membrana de células
eucariéticas. Figura 1

Los andlisis de la composicién quimica de la membrana muestran a las
protefnas y a los lipidos como sus principales componentes con
pequefias cantidades de carbohidratos y &cidos nucleicos (39).

La membrana es de particular importancia en el control homeostaitico y
en la susceptibilidad a los agentes micSticos de este hongo. También
se ha confirmado eu importancia en la sintesis de las capas de la
pared celular y en la expresién de los antigenos de superficie (34)
Por otro lado, a pesar de las profundas diferencias quimicas,
estructurales y funcionales existentes entre la membrana y la pared

celular de gandida albicans, se han podido encontrar clertos epitopes
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compartidos por ambas estructuras a diferentes tiempos de
crecimiento, tanto en la blastoconidia como en el tubo germinative
(a4} .

La pared celular presenta tres funciones principales: mantiene la
forma celular, secreta las enzimas hidrolfticas y es el punto de
contacto entre el hongo y su medio. Estas funciones son de suma
importancia en la patogénesis y en el serodiagnéstico de capdida
albicans por 1o que se explica el esfuerzo prestado a su estudio
(34).

La pared celular de gandida albicaps se encuentra formada por
miltiples capas segGn se puede observar en la Figura 2 (9).

En general, las investigaciones concuerdan en que la pared de Candida
albicans se compone principalmente de los polisacdridos glucana y
manana, con cantidades menores de quitina, proteinas y lipidos. Las
glucanas y las mananas frecuentemente se encuentran combinadas con
proteinas en porciones de la pared celular formando glucoproteinas,
manoproteinas y glucomancproteinas (39).

A pesar de que la sintesis de 1os componentes de la pared se ve
influenciada tanto por las condiciones de crecimiento y el estado
metabb6lico del hongo como por el estado inmunoldgico del hospedador
(18), investigadores como calderone (9) reportan datos consistentes

en cuanto a la composicién porcentual (en peso seco) de la pared

celular de candida albicans.
MANANAS 15.2 - 22.9%
GLUCANAS 47 ~ 60%
PROTEINAS 6 - 25%
LIPIDOS 1-7%
QUITINA vv.ovvvveesaes 0.6 — 9%
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Las composiciones de la pared celular de la levadura y de la hifa son
relativamente semejantes (9). Sin embargoe, las diferencias tante
cualitativas como cuantitativas existentes entre ostas dos formas de
crecimiento han gido ampliamente discutidas (2,39,51).

En general, los investigadores concuerdan en que las capas internas
de la pared celular se componen en su mayoria de guitina y glucanas,
las cuales proporcionan rigidez a la vez que intervienen en forma
esencial durante la divisién celular., Se conocen tres tipos de
B-glucanas: ji-1,6-glucanas altamente ramificadas, f~1,3-glucanas
altamente ramificadas Y una mezcla de B-l,ﬂ—ﬂ—l,.s—qlucanas
conjugadas con quitina, Las proporciones en gque aparecen las
diferentes glucanas varia entre las formas de levadura y de tubo
germinal de Candjda albicans (9).

Con lo gque respecta a los lipidos, se ha logrado determinar
la naturaleza de los mismos por medio de un andlisis de Marriott y
otras técnicas de extraccién de lipidos. Encontrandose

ésteres de esterol, pricipalmente de zimosterol, triglicéridos y
dcidos grasos de 16 a 18 Carbonos de longitud de cadena, ¥y
esteroles libres, principailmente el ergesterol., Tambien se ha
desmostrado, que la composicién 1lipidica de la pared varia segln
las condiciones quimicas del medio ambiente y del tipo de cepa de
Candida albicans en cuestidn (36).

De todos los componentes de la pared celular , probablemente el de
mayor relevancia en el serodiagnéstico de gapdida albicans sean las
manoproteinas, y en especial las mananas por sus caracteristicas

quimicas y antigenicas. Segfin se puede ver en la Figura 2, las
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manoprotainas ge encuentran distribuidas a través de la pared calular
principalmente en zonas de alta densidad eléctrénica y en la cublerta
fibrilada (9).

En la figura 3 se esquematiza la manoproteina de la pared celular de
Candida albicans. El modelo estructural sefiala gue el oligosacérido
se encuentra unido covalentemente a la proteina ya sea como pequefios
oligosacdridos (unidos por enlaces tipo 0, via residuos de treonina o
serina) © come un complejo oligosacdrido mayor unido por enlaces N
que involucran dos unidades de N-acetil-D-glucosamina y residuos de
asparagina (9). Por lo que respecta a la manana, se ha demostrado que
contiene principalmente residuos de manopiranosa unidos por enlaces
a{l~6) ¥y a(l-2). Los residuos de manosa unides por enlaces «(1-6}
forman una cadena gue esta altamente sustituida por cadenas cortas de
oligomanésidos gque contienen uniones internas a(1-2) y en menor
cantidad uniones a(l-3).

Aunque ain no se conoce con precisién las estructuras que funcionan
como inmunodeterminantes especificos si se sabe gque las cadenas
laterales de las wmananas contienen los epitopes que confieren la
seroespeclficidad; sobre todo al provocar cambios fenotipicos en la
superficie de 1la pared (causados por diferentes arreglos en las
manoproteinas expresadas) (36),

En base a numerosas investigaciones realizadas en levaduras e hifas
de Candida albicaps se observa que su composicidn de mananas es
diferente (19). En general, la diferencia consiste en un decremento
en la longitud promedic de la cadena de manocoligosaciridos en las

mananas de las hifas en comparacién con las de la levadura. Se
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atribuye dicho decremento a una menor actividad de la enzima manosil

transferasa en la forma de hifa que en la de levadura (46,51).
1.2 MECANTSMOS DE PATOGENICIDAD DE Candida albicans.

Son numerosos los estudios hechos para definir los mecanismos
patogénicos de Candida albicans el cual es un paridsito sumamente
complejo que se presenta frente al hospedador con varios factores de
virulencia que le permiten causar enfermedad {(9).

La variabilidad genética cntre las cepas de Candida albjcans puede
dar lugar a diferentes propiedades de virulencia, y puede explicar
porqué a pesar de la intensa investigaciéon realizada, no se llega a
un acuerdo scobre el caricter de Candide albicans que determina el
factor de virulencia (13).

Estudios publicados por investigadores estadounidenses (48) en los
que se aplicaron métodos de tipificacién por DNA concluyen que los
diversos sitios corporales, en un sélo individuo, colonizados o
infectados con Candida albicang presentan generalmente un mismo
patrén de DNA, lo que signifir_:a que hubo una transicién de la forma
comensal a la forma infectante que se distribuyé a diferentes
tejidos. También concluyen que Candida albicans puede activar
diferentes fenotipos en el curso de la transici6n de comensal a
invasor.

Tal vez, unc de los aspectos de la interaccién gCandida albjcans -
hospedador que mis atencién ha recibide en relacién a la virulencia
es la capacidad de este hongo de llevar a cabo una transformacién de

levadura a hifa. A diferencia de otros hongos dimérficos en los que
10



la " fase levaduriforme es la forma infectante gque difiere
completamente de la forma de vida libre, en las lesiones por Candida
albicans se pueden presentar las formas de levadura y las de hifa
(hifa verdadera y pseudohifa) a la vez (39).

Uno de los primeros investigadores en reportar las interacciones
entre levaduras o hifas y cé&lulas del hospedador fué Young en 1958,
Young notS la habilidad de las hifas para penetrar las células
mononucleares del hospedador. El concluyé gque la hifa era la forma
infectante debido a su capacidad de evitar la fagocitesis. Sin
embargo, estudios posteriores de Diamond y col. sefalan gque no es
necesaria la ingestidn por los neutr&filos para matar las hifas y
pseudchifas de Capdida albicans. Al parecer, el tubo germinal por si
mismo no provea al hongo de un mecanismo de registencia a los
neutrsfilos; e ineluso, pudiera ser m&s vulnerable esta forma que la
de levadura (13).

Otro factor estudiado con relacidn a la virulencia es la producci6n
de enzimas 1liticas por capndida albjcans. Se reconoce gue los hongos
patégenos pueden secretar varias enzimas hidroliticas como proteasas
y fosfolipasas al medio. Estas enzimas secretadas al medio pueden
jugar un papel importante en la infeccién al causar dafo a las
células del hoapedador. Las proteasas Secretadas por algunas cepas de
Capndida albicang han sido estudiadas y se considera como un tactor
de virulencla la capaclidad que tlene de secretar proteasas &Scidas
(49)..

Reportes recientes han informado del aislamiento de tres enzimas gue

pudieran jugar un papel importante en la patogenfa de Candida

11



albicans: La fosfolipasa A, la limofosfolipasa y la lisofosfolipasa
trancilasa. Se supcone gue la primera dafia las membranas celulares del
hospedador, mientras que la segunda protege a la levadura del efecto
litico de su propia fosfolipasa, pero el papel fisioldgico de 1la
Gltima enzima aGn es desconocido. Investigaciones posteriores,
también demostraron gque la actividad de la fosfolipasa de gandida
albjcans tiene correlacié4n con la adherencia celular y la mortalidad
en ratones (25,50).

Para explicar el papel que tiena la proteasa en 1la adhe;encia de
candida alkicans se han manejado las siguientes hip&tesis:

a) La proteasa se localiza en la guperficie de Candida albicang y al
igual que una manoproteina funciona como puente para el ataque hacia
las células del hospedador.

b) La preoteasa modifica la superficie celular de Candida albjcans de
forma que promueve el ataque sobre las células del hospedador.

c) La proteasa modifica las membranas celulares del hospedador para
gue permitan el ataque del hongo (13).

Una mutante de candida albicans no productora de fosfolipasa descrita
por Kwon-Chung y cel. (32) resulté ser avirulenta para ratones, lo
que parece evidenciar el importante papel que juega este factor en la
patogenia de la levadura (9). Sin embargo, se piensa que la enzima no
actGa como un factor de virulencia por si sola, sino que ayuda a la
propagacisén del hongo en el hospedador. Dentro del papel que juega
esta enzima en la patogenia se incluye también el ataque a los
anticuerpos, granulocitos y macréfagos y la aportacién de nutrientes

a la levadura por medio de la digestidn de proteinas (23).
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Numerosos reportes sefialan la presencia de una enzima de 47 kDa
(11,17,53) presente tanto en el citoplasma como en la pared celular
de las formas micellales y de levadura de candida albicans, se
descubrié por medio de un mapeo de péptidos que su estructura
antigénica se conservaba intacta en diferentes cepas de gCandida
bi ER

A partir del anélisis de su secuencia de amino&cidos, de su
actividad, de su localizacién y de su peso molecular, se logrd
demostrar que se trata de la enzima glicolitica enolasa.(11,17,27)

Debido a gque asta enzima se ha encontrado circulando en 1a sangre de
pacientes con infeccién sistémica por Candida albjcans, se ha
prestado gran atencién al uso de esta enzima como marcador antigénico
pard el desarrollo de wuna prueba de detecci6n de anticuerpos
especificos, que mejore el serodiagnéstico de estas infecciones (53).
Por otra parte, es generalmente reconocida la importancia de 1la
adherencia como factor de virulencia dependiendo del sitio al cual se
adhiere y coloniza. Investigadores estadounidenses (9) clasificaron
las adhesinas de cCapdida albicans en tres grandes categorias: La
primera comprende a las moléculas involucradas en la interaccién
entre la porcién proteica de las manoprotefnasz de la levadura y la
porcién proteica de las glicoprotefinas del hospedador. La segunda
categoria incluye a las moléculas involucradas en la actividad de
reconocimiento en la cual la fraccidém proteica de la superficie de
Candida albjcans reconoce a las moléculas de azGcares de 1las
glicoproteinas de la membrana celular del hospedador. Por filtimo, la

tercera categorfia abarca la porcién carbohidratada de una molécula
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(llamada frecuentemente factor 6 de Candida albicaps) y un receptor
de membrana del hospedador aidn desconocido. Cutler sugiere por su
parte, una cuarta categorfa en la gque incluye las interacciones
hidrofsbicas entre las proteinas de superficie celular de Candida
albicans y un receptor desconocido del hospedador (13).

Finalmente se puede concluir que la importancia de la adherencia en
la interaccidén candida albicans - hospedador depende probablemente de
las caracteristicas propias de virulencia de la cepa involucrada
{genctipo), del sitio tisular de interaccion y del estado
inmunolégico del hospedador (13}.

Un factor mds que se ha visto involucrado en la virulencia de Candida
albicans es la capacidad que esta tiene para modular la respuesta
inmune del hospedador en forma positiva y negativa. Las responsables
de dicha actividad son las mananas de la pared celular. Se han
reportade numerosos trabajos en los que se sefiala que las mananas se
encuentran frecuentemente unidas a anticuerpos formando compleijos
inmunes solubles, 1los cuales s8on capaces de iniciar un proceso
inflamatorio al atraer el complemento y las células
polimorfonucleares. También se ha demostrado que las mananas por si
solas son capaces de activar la via alterna del complemento y
suprimir la respuesta inmune celular (41). En experimentos realizados
en 1974 (43) se sefiala que las glucomanoproteinas proveocan una
respuesta cutanea mids marcada y duradera que la provocada por mananas
solas. Esto puede deberse a la ausencia de glucosa en las mananas o
posiblemente a otro tipo de enlace presente en la manana gue

permanece unido a la glucana insoluble de la pared celular.
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Debido a la creciente importancia clinica de gandida albicang, es
necesario comprender mejor las relaciones entre este pardsito y el
sistema de defensa del hospedador.

Se sabe, basandose en tipificacitn epidemiolégica con DNA, que la
mayoria de las infecciones causadas por Candida albicans son de
origen endégeno (48); por lo que la primera relacién hospedador-hongo
se da a nivel mucocutanco. Normalmente gandida no crece en la piel
debido a mGltiples sustancias inhibitorias de su proliferacién gue
contiene la piel sana {21). En el mismo sentide, la proliferacién de
este hongo en el tracto gastrointestinal est& controlada por variecs
factores como son: la flora aerébica y anaerédbica normal del tracto
gastrointestinal, la acidez géstrica normal, 1a mucosa local y 1la
defensa inmunolSgica del hospedador (45).

El sistema inmune celular juega un papel importante en el control de
la proliferacién de gandida albjcans. Es claro que las células
fagociticas son de suma trascendencia en la defensa del hospedador
contra la diseminaci6én del hongo por la sangre. Se reconoce gue las
células fagociticas mononucleares y los leucocitos polimorfonucleares
son capaces de fagocitar a la levadura (aungue ambas células son
susceptibles a sufrir dafo por parte de las levaduras ingeridas) y de
causarle muerte por sistemas intra y extracelulares como son los
mecanismos oxidativos y no oxidatives, enzimas lisosomales,
defensinas, etec. {21).

Se ha logrado demostrar que un sistema inmune celular deprimido
incrementa la susceptibilidad en el humano a sufrir infecciones por

candida albicans, sobre todo en pacientes con deficiencia de células
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T; por lo que se podria asegurar que el control de la colonizacién en
superficies mucocutaneas depende en gran medida de los linfocitos T
y/6o de sus productos. La evidencia sefiala que los linfocitos T
mejoran el proceso de recuperacién de una infeccién sistémica
primaria, pero falta por elucidar la naturaleza precisa de sus
mecanismos efectores (2). Es importante sefalar gque en individuos con
funcién deficiente de cé&lulas T, generalmente no se presentan
infecciones diseminadas por la sangre; por 10 que al parecer otro
sistema de defensa del hospedador aparte del mediado por células debe
ser responsable de prevenir la infeccién sistémica (8).

Al parecer, un factor sérico (que no es el Complemento ni las
inmuncglobulinas) tiene un efecto inhibitorio para Candida albicans
al aglutinar las levaduras, pero su significado real no se cohoce
todavia (21). En literatura reclente se reporta que la proteina C
reactiva puede ser este factor desconocido debido a su capacidad para
aglutinar y precipitar numerosos gustratos de manera ho especifica;
su presencia provoca un aumento de la resistencia del paciente contra
candida albicans, Salmonella tiphimurium, Listeria monogytogenes ¥
Yersinia pestis entre otros microorganismos (3).

Se reconoce que los componentes de la pared celular de cCandida
albicans activan la via alterna del Complemento y que esta via es de
vital importancia en el aumento de la fagocitosis (21). Sin embargo,
algunos investigadores (9) han logrado caracterizar los receptores
icab y cad en gandida albicans y sostienen que dichas moléculas
actGan como cofactores en la degradacién enzimdtica del complemento,

por lo tanto permite al microorganismo resistir la opsonizacidn,
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promueve la aglutinacién a través de las interacciones Complemento-
complenento fijado al receptor, compite con los receptores del
fagoeito del hospedador por los ligandos, con lo que reduce la
eficiencia de la fagocitosis y le permite a Candida albicans evadir
la identificacién del fagocito por medio de una mimetizacién
molecular.

otro factor que puede tener la responsabilidad de prevenir la
infeccién sistémica es el sistema inmune humoral, el cual al parecer,
puede funcionar tanto opsonizando al hongo como también facilitando
la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (2). Se sabe que
los polisacdridos tienden a producir una respuesta de
inmunoglobulinas mds intensa que las proteinas, sin embarge, también
las protefnas y glicoproteinas pueden ser factores antigénicos

importantes (25).

1.3 INFECCIONES CAUSADAS POR Capdida albjcans EN EL HUMANO,

candida albicans es un hongo Qimérfico comensal de los seres humanos
sanos, pero que e vuelve invasor cuandoe algGn aapecto de la
inmunologfa del hospedador sufre una merma (7).

Debido a que es un organismo que virtualmente se encuentra presente
en todos los seres humanos desde su nacimiento, estd en una posicién
ideal para tomar ventaja de cualquier debilidad de su hospedador y
provocar un aumento en su colonizaci6n que origine una infeccitén a
otros Organos (8).

Los factores predisponentes mds importantes para que ocurra la

transformacién de Capdida albicaps de una levadura comensal a una
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patégena son: El uso de una terspia prolongada con antibiéticos que
altere la flora normal del tracto gastrointestinal, la presencia de
enfermedades concamitantes, procesos quirtirgicos, cbesidad,
drogadiccidn, quimioterapia contra el céncer e irradiacién que
resulten en un decremento en la defensa inmunitaria del hospedador,
tratamientos con corticosteroides, terapia can farmacose
inmunosupresores y cateterizacidn intravenosa ({8,39).

Las infecciones originadas por ¢andida albjicaps pueden manifestarse
en diferentes grados de severidad, desde un problema superficial de
la piel, una infeccién crénica de las uflas, una enfermedad de 1a
cavidad oral, garganta o vaglpa hasta una infeccién sistémica
frecuentemente fatal que involucra &rganos como pulmones, corazén y
rifiones (25).

Las formas mis comunes son las infeccioneas superficlales de las
membranas mucosas oral y vaginal, gque son una causa de morbilidad
significativa tanto en nifios como en mujeres adultas. Cerca de un 5%
de los recien nacidos sanos desarrcllan infeccién oral vy
probablemente un 75% de las nujeras adultas sufren de infeccion
vaginal por Candida albjcans al menos una vez durante su vida
repreductiva. Las infacciones esoffgicas y orales se presentan nas
frecuentemente en pacientes infectados con HIV y en pacientes con
SIDA (2,8,12,41).

Las infeccionea sistémicas se presentan cada vez mé&s frecuentemente
en pacientes hospitalizados por tiempo prolongado, principalmente en
aquellos que se encuentran bajo tratamiento citotsxica o

inmunosupresor y son responsables de un indice de mortalidad
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significativo. Del 79 al 81% de loa pacientss con infeccién siastémica
mueran; es de notar que” la mortalidad permanece elevada a pesar de
tratamientoa con antimicéticos como la anfotericina B (6,24).

Existen diferencias en las definiciones de candidemia, infeccién por
candida sistémica e infeccién por Candjda invasiva focal. En general,
se define a la candidemia como uno o m&s hemocultivos positivos a
¢andida spp. y una temperatura oral igual o mayor a 38°C . La
infeccién sistémica se define como la evidencia histolégica de la
invasién a tejidos por candjda spp. en dos o m&s viceras. La
infeccién invasiva focal se presenta como la evidencia histolégica de
invasi®n a un 6rgano (el higade por ejemplo) o la presencia de un
sindrone fuertemente sugerente de una infeccién invasiva que

involucre un érganc (endecftalmitis por ejemplo} (40).

1.4 DIAGNOSTICO DE Candida albjcans.

Es debido al incremento en las infecciones causadas por Candida
albicang que su diagnéstico temprano y preciso se ve como una
necesidad cada vez m&s importante.

Los métodos actuales utilizados en el laboratorio clinico para 1la
identificaci6n de este hongo se basan principalmente en la prueba del
tubo germinal, 1la produccién de clamidosporas y la habilidad del
hongo para utilizar azficares. La identificacién total del hongo por
los dos Gltimos métodos toma de dos a tres dias por lo que la primera
prueba (en la gue se ve la capacidad de la levadura para formar un
tubo germinal o micelio en suero a 37°C) que se realiza en dos horas

es muy popular. Sin embargo, 1las cepas de <Candida alkbicans no
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productoras de tubo germinal representan del 1 al 2t de las especles
y en occasiones, algunas formas parecidas al micelic pueden ser
confundidas con el tubo germinal en otras especies diferentes a
Candida albicans (14).

Adem&s, se han investigado otras técnicas para mejorar el diagn6stico
de esta levadura implementande nueves medios de identificaeién y
técnicas eflcaces para su cultive {20,26). Pero al parecer todas
estas técnicas requieren de un tiempo considerable para su
realizacién, gue en algunos casos scbrepasa las 24 horas, haciendolas
poco practicas en el laboratorio clinico.

otro aspecto muy estudiado, es el dignéstico de infecciones causadas
por Candida albicans por medic de reacciones antigeno-anticuerpo,
sobre todo en el caso de infecciones sistémicas.

Eh la actualidad, el diagnéstice de infeccién sistémica por Candida
albicang es en primera instancia clinico, la confirmacitn definitiva
es por la demostracién histopatolégica de invasién en tejido viceral
y el dlagnéstico en el laborateorio lncluye en ocasiones la deteccién
de anticuerpos o antigenos, pero se basa principalmente en la prueba
de "lisis~centrifugacién”, es decir , en un hemocultivo positivo para
la levadura; sin embargo este método presenta importantes
inconvenientes como son el largo tiempo necesario para establecer el
diagnéstico ¥y su baja sensibilidad ya que solo detecta del 35 al 44%
de los cases de infeccién diseminada (18,33).

Por lo tante se ha heche necesario desarrollar técnicas de
diagnéstico inmunolégicas; en primer lugar se traté de detectar los

niveles de anticuerpes contra Candida albicans, pero debido a que en
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los paclentes inmunocomprometides o immunosuprimidos los niveles de
anticuerpos son muy bajds se decidis encaminar el diagnéstico a 1a
deteccién de antigeno de Candida albicans; adem&s, también se
seleccionb esta opcién debido a que los anticuerpos contra Capdida
alhicans se encuentran presentes en el hombre en una muy alta
generalidad sin que exista infeccidn, esto es debido a que se entra
en contacto con este organismo incluso desde el nacimiento (30,35).
En el dlagn6stico de infeccién sistémica por Candida albicans, 2los
métodos usados se basan en la deteccién de al menos dos clases de
antigenos solubles, uno 14bil al calor (proteifna o glicoproteina} y
otro estable (manana) (5,38).

En general, 1las pruebas diagnésticas basadas en la deteccién de
mananas presenta mayor secnsibilidad y especificidad para el
diagnéstico de infeccién sistémica por Capdida albicans, que las
pruebas basadas en la deteccibn de antigenos protéicos. (6,33,40,44)
Los métodos de serodiagnéstico que detectan niveles de mananas
circulantes incluyen inmuncensayos enziméticoe con anticuerpos
policlonales o monoclonales, radioinmunoensayos, coaglutinacién y
aglutinacién con particulas de latex. Sin embargo, apesar de su valor
clinico potencial pocos de estos métodos han sido aceptados para uso
diagnéstico cotidiano. El1 problema reside principalmente en que
aquellas pruebas mis prometedoras requieren de procedimientos gue
resultan demasjado complicados para el anadlisis rdpido de una sola
muestra en un laboratorio de diagnéstico ordinaric. Por esta razén,
numeéroscs laboratorios enfocan su atencidén en las pruebas de

aglutinacisén con particulas de 1&tex (4,30,33,50).
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. 2.0 -0BJETIVOS.

2.1 OBJETIVO GENERAL.

El objetivo del presente trabajoc es estandarizar la técnica de
aglutinacién con particulas de 1l&tex para efectuar el aiagnéstico de
infaccién sistémica causada por Capdida albhicans por medio de 1la

detaccién de manana como antigeno circulante en sueroc.

2.2 OBJETIVOS PARTICULARES.

Extraer la manana de la pared celular de ¢andida albicans por medio
de una hidrélieis alcalina.

Efectuar anidlisis de calidad y pureza a las mananas extraidas.
Producir anticuerpos antimananas en conejos Nueva Zelanda hasta
obtener un titulec de aglutinacién en placa de células completas de
1:1024.

Recubrir particulas de latex con loa anticuerpos antimananas.
Peterminar la minima concentracién de mananas solubles de GCandida
albicans detectada por las particulas de l&tex sensibilizadas.
Determinar las condiciones experimentalas para la deteccién de
mananas Solubles por medic de la técnica de aglutinacién con

particulas de l&tex.
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3.0 MATERIALES Y METODOS.

3.1 Produccién de biomasa,

Se utilizé una cepa de Candida albicang donada por el laboratorio de
Micologia de 1la Unidad de Posgrado de la Facultad de Estudios
Superiores Cuautitl&n. UNAM. Se realizé6 la prueba de API - 20C
(Merck)para confirmar el género y la especie de la cepa utilizada.

Apartir de un tubo de Agar Dextrosa Sabouraud (SDA) sembrado con
Candida albicans con 24 horas de crecimiento se preparé un inéculo
resuspendiendo las levaduras en 5 ml de solucién salina fisiolbgica
(85F). Esta suspensién de Candidy albicans se inoculé en 100 ml de
Caldo Dextrosa Sabouraud, se dejé crecer por 24 horas a temperatura
ambiente en agitacién constante y se inocularon dos matraces de 1000
ml con la biomaga obtenida, estos segundos indculos te
dejaron crecer per 72 horas a temperatura ambiente y en
agitacibn constante, pasado este tiemps se inoculé un botellén
que contenia 12 1litros de Caldo Dextrosa Sabouraud, se dejd a
temperatura ambiente en un agitador orbital a 160 r.p.m. por
48 horas. Pasadc ese tiempo se concentraron vlas células
mediante centrifugacibn a 1910xg por 30 minutos y se lavaron 2

veces con solucién SSF estéril.

3.2 Extraccién de mananas.

Se sig\iié la técnica descrita por Valdespino (52). La biomasa

concentrada obtenida se hidroliz6 con NaOH al 6% de concentracibn
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final a 80°C durante 3 horas, se centrifugd a 5600-7600xg durante 15
minutos, se ajusté el sobrenadante a pH 5.0 con Acido acético
glacial, se volvié a centrifugar a 5600-7600%g por 15 minutos y al
sobrenadante se le agregé solucién de Fehling (vol./vol.},
nuevamente sa centrifugé y la pastilla obtenida se resuspendié con
HC1 3N y se precipité con metanol frio, el precipitado obtenido se
lavd con acetona 3 veces. Se dejé evaporar la acetona Y se
resuspendieron las mananas en agua destilada, obteniéndose de
esta forma una suspensién de mananas no solubles. Debide a 1la
necesidad de solubilizar las mapapas para su uso posterior,
se siguld la técnica modificada de Plke et al (15,42). SegGn la cual
1 ml de muestra se mezcla con 0.4 ml de Buffer Salino de Glicina 0.1
M (pH 7.4) conteniendo E.D.T.A. 0.1 M, la mezcla se hierve por 5
minutos. Posteriormonte se centrifuga a 1910xg por 20 minutos y se
conserva el sobrenadante a =20°C hasta que se realice 1la

cuantificacién de mananas.

3.3 Evaluacién de manoproteinas.

Para valorar la calidad y cantidad de las mananas obtenidas se
cuantificé su contenido de carbohidratos por la técnica de
fenol/Acido Sulffirico (16,29) (Ver apéndice). E1 andlisis de
espectro de infrarrojo se realizé en pastilla de Bromuro de
potasio, para cvaluar la pureza de las mananas extraidas al

compararlas con un patrén de mananas (SIGMA M-3640).
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3.4 Produceién de Suero Hiperinmuna.

Se utilizaron conejos hembra raza Nueva Zelanda de 2.5 kg de peso
aproximado con el siguiente protocolo de inoculacidén (4): Se ingculd
1 ml de células completas de Capdjda alblcans inactivadas por calor
a una concentracién de 2 x ma células/ml cinco veces por semana
hasta gue se obtuvo un titulo de aglutinacién en placa de 1:1024. La
prueba de aglutinaci6én en placa se realizé a temperatura ambiente
con rotaciéon de 160 r.p.m. por 10 minutos. En una placa de
aglutinacién se colocaron S50 microlitros de suero y 50 microlitros
de suspensién de células de capdida albicaps al 2%, se mezclaron y
se agitaron hasta leer el resultado; como control negative se
utiliz& suero normal de conejo y como control positivo suero
hiperinmune contra Candida albicans donade por el Laboratorioc gde
Micologia.

Tambié&n se comprobaron los niveles de anticuerpos por medic de una
prueba de doble difusi6én, utilizando como antigenos un sonicado de
candida albicans y las mananas obtenidas previamente (47,52). Ver
apéndice.

Al obtenerse los titulos redqueridos se sangrd en blanco a los
conejos por la vena warginal de la oreja con la ayuda de una bomba
de vacliec y por puncién cardiaca (31).

Para obtener la fraccién globulinica del suero hiperinmune contra
candjida albicans se sigulé el método de precipitacién con sulfato
de amonic (22}. (Ver apéndice). Con el objeto de comprobar si existe
diferencia entre las particulas de l&tex recubiertas con IgG
antimananas y particulas de latex recublertas con antisuero
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antimananas, se fraccioné unicamente la mitad del total de suero
obtenide, con esta fracecidn se recubrié un lcte de las particulas
de latex y otro lote se recubrié con la mitad del suero hiperinmune

completo (30).

3.5 Sensibilizacién de particulas de latex.

Se emplearon esferas de poliestireno de 0.8 micrometros de didmetro
para preparar las particulas control y las partfculas sensibilizadas.
Se ajusté una suspensién de particulas de litex a una D.O. de 0.3 a
650 nm en Buffer Salino de Glicina (NaCl 0.85% y Glicina’ 0.75%, pH
8.2) y se incubaron a 37°C por una hora con un volumen igual de suero
o de soluci6tn de inmunoglobulina de conejo antimanana diluido 1:2. La
dilucién 6ptima del suero y de la solucién de IgG se seleccionaron
por titulaciones en cuadricula con manana como antigeno. La
esquematizacién de 1la titulacién en cuadricula se muestra en el
cuadro 1 . Por medio de esta titulacién en cuadricula se determind
que dilucién de suero y de solucidn de IgG se utilizaria para
recubrir las particulas de latex; se escogié la mayor dilucién que
diera las particulas de létex més sensibles, es decir, aguellas
particulas de l&tex sensibilizadas que detectaran adecuadamente la
menor cantidad de antigeno posible.

Pasada la hora de incubacibn, Bse centrifugaron lasgs particulas de
litex a 1910xg por 20 minutos. Se aspird el scbrenadante y se lavs 2
veces el paquete de particulas de latex con Buffer Salino de Glicina.
Finalmente, se resuspendieron las particulas de liatex en una quinta

parte del volumen original.
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PARTICULAS DE LATEX RECUBIERTAS.

CONGENTRAGION DE DILUCIONES DE SUERO EMPLEADAS
MANANAS Conc. 12 1:4 1.8 116 132
40 ug/ml

35 ug/ml

30 ug/mi

25 ug/ml
20 ug/mi
15 ug/mi
10 ug/ml

5 ug/mi

Cuadro 1. TITULACION EN CUADRICULA.




Para la preparacién de particulas de litex testigo negativo se siguié

el mismo procedimiento, #in embargo, para su recubrimiento se utiiizé

suero de conejo hiperinmune contra permatophillus congolensis el cual
es un nmicroorganismc no relaclionado con gandida albicans. El suero

hiperinmune contra Repmatophillus gongolensis fue una donacién del
laboratorio de Micologia de la Unidad de Posgrado de la Facultad de
Estudios Superiores Cuautitldn.UNAM. Con este testigo, nos aseguramos
gque la técnica empleada para el recubrimiento de las particulas de

18tex funcione, y que las particulas de l&tex esten sensibilizadas.

3.6 Prueba de aglutinacién con particulas de latex.

Para la prueba de aglutinacién con particulas de l&tex se prepararon
diferentes diluciones de mananas: 1,2,3,4,5,10,15,20,25,30,35 y 40
ug/ml para determinar la minima concentracién de mananas detectadas
por este método. En cada corrida se utiliz6 como testigo positivo las
particulas de litex provistas en un estuche comercial, Candida Latex
Test (DIFCO), y como testigo negativo, tanto las particulas de latex
preparadas en el laboratorio €on suero hiperinmune contra
Dermatophillug cgongolens como las particulas de 1l&tex testigo
provistas en el estuche comercial.

La prueba de aglutinacién se realiz6 en una placa de vidrio con
cuadricula de 2 x 2 cm, cada lado de la cuadricula se marco con cera
para evitar que me escurra el ligquido al agitarse.

Se colocaren 30 pl de solucién de mananas en cada cuadricula de la
placa. Se agregaron 30 ul de particulas de latex recubiertas con

suero antimananas y se mezclé perfectamente con un aplicador de

28



madera. Se c¢olocd la placa en una camara htGmeda y se agité por
espacio de 10 minutos a 100 r.p.m. aproximadamente. A les 10 minutes,
ge procedis a la lectura (30).Se sostuvo la placa con ambas mancs a
unos 20 cm de los ojos y se lee a contraluz. La forma de evaluar la
aglutinacidén es la siguiente: - , + , ++ , +++ , seglGn el grado de
aglutinacién observado a simple vista (28), Este mismo procedimiento

se siguié para probar las particulas de latex recubiertas con IgG.

(=) (+) @D )

Figura 4. Grado de aglutinacifn en placa.
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3.7 Pruebas Cruzadas.

Esta reportado en la literatura (5,7) gque Candida albicans llega a
presentar cruce antigénico entre sus dos serotipos A y B, asi como
entre algunos microorganismos del mismo genero, por ejemplo: Candida
tropicalis, por lo tanto no se pensé necesaric hacer una prueba
cruzada con otras especies de Candidas (para poder diferenciar entre
Candida albicans y otros microorganismos del mismo género existen
otras pruebas auxiliares).

Para asequrarnos de la especificidad de la prueba de aglutinacién, se
realizé una prueba cruzada <¢on Cryptococcus neoformans el cual es un
organisme levaduriforme de importancia clinica en el humano Y que
pudiera presentar cruce antigénico con gandida albicans debido a su
parecide estructural,

La prueba consistié en lo siguiente: Se mezclé 30 pl se suspencién de
células completas de Cryptococcus neoformans al 2 §  (vol/vol) (2 x
10° células/ml aproximadamente) c¢on 30 ul de particulas de 1&tex
sensibilizadas con suerc antimananas y se mezclé perfectamente Con un
aplicador de madera, a continuacién se siquid el mismo procedimiento
descrito para la prueba de aglutinacién

de la solucién de mananas. Se utilizé una suspencién de células
completas de ¢Candida albjcans al 2 ¥ (vel/vol) como testigo positive
Y una suspenci6én de células completas de Dermatophillus congolensis a
la misma concentracién come testigo negativo. También se efectud la
pruepa con diluciones dobles de la suspencién de c&lulas completas de

Cryptococcug peoformans al 2 % (vol/vol).
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4.0 RESULTADOS

A) Cuantificacién de mananas.

cuadro 2. Valoracién de la calidad de las mananas por medio de una
determinacién de 1la concentraci6én de carbohidratos siguiendo 1la
técnica de fenol/acido sulftGrico (16,29). Resultados de 1la curva

patrén y representacién grafica en Figura 4.

TUBO | CONCENTRACION DE CARBOHIDRATOS ABSORBANCIA
o1 0.05 mg/ml 0.48
02 0.10 mg/ml 0.66
03 0.15 mg/ml 0.85
04 0.20 mg/ml 1.00
05 0.25 mg/ml 1.10
[+13 0,30 mg/ml 1.30
07 0.35 mg/ml 1.40
Pba, ? Q.48

Yy = a + bx

Y = 0.357 + 3.064x

Concentracién del problema: 40.093 ug/ml
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Figura 6 ESPECTRO DE INFRARROJO
MANANAS ESTANDAR



Figura 7.ESPECTRO DE INFRARROJO
MANANAS EXTRAIDAS



B) Produccién de Anticuerpos.

cuadro 3, Resultados de la titulacién de los niveles de anticuerpos

del suero hiperinmune y de la solucién de IgG.

PRUEBA TECNICA ANTIGENO TiTULO
Suero hiperinmune|Inmunodifusién|Mananas solubles 1:16
doble

Suero hiperinmune|Inmunodifusién|Sonicade de células 1:8

doble conpletas
Suero hiperinmune|Aglutinacién |[Cé&lulas completas 1:1024
en placa de candjda albjcans
solucién de IgG |Aglutinacién Células completas 11128
en placa de gcandida albjicans
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PARTICULAS DE LATEX RECUBIERTAS.

GONCENTRACGION DE DILUCIONES DE SUERO EMPLEADAS
MANANAS Conc. 12 14 1:8 16 132

40 ug/mi +++ F++ + - — -
35 uy/mi +++ et + - = -
30 ug/mt +++ +4 - - - =
25 uym ++4 ++ - - - -
20 wy/mi ++4 ++ - - - -
15 ug/ml +4 +* - - - -
10 uwgrm + - - - - -

5 uwg/ml - - - - - -

Cuadro 4.TITULACION EN CUADRICULA.
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PARTICULAS DE LATEX RECUBIERTAS.
CONCENTRACION DE DILUCIONES DE IgG EMPLEADAS

MANANAS Conc. 12 4 18 116 132

40 o/mi i - - - - -

35 ug/ml + - - -

30 ug/mi

25 ug/mi

20 ug/mi

1 5 ug/mi

10 ug/ml

5 uorm

Cuadro 5. TITULACION EN CUADRICULA.
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PARTICULAS DE LATEX RECUBIERTAS.
CONCENTRACIONDE  D|LUCIONES DE SUERO TESTIGO NEGATIVO

MANANAS conc. 12 14 1.8 1:16 1:32

40 wormi - = - - - -
35 ug/mi - - - - B -
30 ug/mi - - - - - -
25 ug/mt - - - - - -
20 ug/mt - - - - - -
150m | = | - - - - z
10 ugrmi - - — - - =

5 ug/mi - - - - - =

Cuadro 6. TITULACION EN CUADRICULA.



Cuadro 7.

particulas de latex

Resultados de la prueba de aglutinacién en placa con

NUMERO | CONC. MANANAS |CONTROL + CONTROL - |LATEX/SUERQ uTEX/IqG
ug/ml

01 40 ++4+ - 44 +
02 a5 +++ - +++ -
03 ] 30 +++ - +++ -
04 25 b - o -
05 20 4+ - ++ -
L 0_5 . 15 i+ - + -
07 10 R - - -
08 05 +++ - - -
09 04 +++ - - -
10 a3 ++ - - -
11 c2 ++ - - -
12 o1 + - - -
13 0.5 + - - -
.14 0.1 + - - -
Bco. 0.0 - - - -
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Cuadro 8. Resultados de las pruebas cruzadas.

susp)Dil. |Dil. |Dpil. JDil. {Dil. }Di1. Dil. Dil.
2% 1:2 11:4 |1:16 }1:32 [1:64 [1:128 [1:256 {1:512
Candjida L E T o ++ ++ e+ + -
albicans
Dermatop. - - - - - - - - -
congolensis
Cryptococe. - - - - - - - - -
neoformans
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5.0 DISCUSION

Comoe se muestra en los resultados (Cuadro 2 y Figura 5), 1la
concentracién de carbohidratos que se obtuvo al valorar las mananas
extraidas es de 40.09 ug/ml; 1o cual nos demuestra un buen
rendimientc de la técnica de extraccién empleada (52) en comparacién
con los datos mostrades por Torosantucci y col. (51), segtn la cual
los valores de carbohidratos obtenidos en sus extracclones d¢e mananas
son de: 4 - 50 ug/mg de peso scco.

Aunque existen otras variaciones a la técnica de Peat (’46,51) que
pudiesen presentar mayores rendimientos, la técnica empleada en el
presente trabajo es adecuada a nuestra neceszidad y capacidad va que
es sencilla y ré&pida en su elaboraci6n. Adem&s, debido a que 1los
instrumentos y matcriales necesarios para su realizacién se
encuentran en el laboratorio resulta una técnica mids econémica.

Por otra parte, basandonos en los resultados mostrados en el andlisis
de espectro de infrarrojo, se puede agregar que las manapas extraldas
de candida albicans son de una calidad y pureza similaresc a las de un
estdndar comercial (SIGMA M-3640). Ya que el espectro de infrarrojo
es uno de los anilisis realizados en una sustancia gque mayor
informacidn puede dar de la naturaleza de la misma; es por esoc que en
algunas ocasiones se llega a nombrar a la regién del espectro
infrarrojo como regién dactiloscépica. Y es que dos sgustancias que
presentan espectros de infrarrojo tan similares como los que se
muestran €en las Figuras 6 y 7 son de hecho jdénticas en miles de

propiedades fisicas, por lo que ciertamente deben de tratarse del
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mismo compuesto (37).

Debido a que el antigend que se pratendia detectar era la manana
so0luble de la pared de Candjda albicang, se decidié seguir el
protocolo de inoculacitn descrito por Bailey y col. (4) porque con
este nétodo nos aseguramos qgue los anticuerpos cobtenidos serian
dirigidos contra el antigeno deseado. SegGn reportes de la literatura
(5) la forma en que se producen los anticuerpos en el conejo
determina significativamente su reactividad. cuande se inocula al
conejo con mltiples inyecciones intravenosas de células completas de
Capdida albficans wuerta, se producen preferentemente anticuerpos
contra las mananas, en camblo, si se utilizan inyecciones mGltiplas
intramusculares o© subcutineas de cé&lulas conpletas de Candida
albicans o de su citoplasma, con o sin adyuvante de Freund, se
obtienen anticuerpos contra un antigeno proteico, que reaccionan muy
debilmente o incluso no reaccionan con mananas.

Lo anterior concuerda con les resultados obtenidos en la produccién
de anticuerpos (Cuadro 3), en donde la prueba de inmunodifusién doble,
di6 titulos de 1:16 y 1:8, mientras gue en la prueba de aglutinacién
en placa con células completas se lograron obtener titulos de 1:128 y
1:1024, sobre todo cuando se utilizé el suero hiperinmune sin
precipitar (1:1024). Al precipitar el suero y separar la fraccién 7y
globulinica, se perdié sensibilidad, lo cual nos indica gque, o bien
hubco una pérdida de inmunoglobulinas durante el proceso de
precipitacién (bajo rendimiento de 1la técnica) o 1la fraccién
globulinica separada no es la gque determina la respuesta

inmunolégica. Nosotros pensamos que es debido a esta Gltima opcién,
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y¥a ‘que el antigenc seleccionado (mananas) es un carbohidrato que
peftenece al grupoc de antigenos timo independiente, los cuales
provocan una respuesta de anticuerpos por IgM principalmente.

SegGn reportan Khan y Jones (30), la sensibilizaci6n de particulas de
latex puede hacerse con el suero hiperinmune completo o con la
fraccién  glebulinica del mismo, aungue se presenta mejor
sensibilizacién de particulas al utllizar el suero sin precipitar.
Por lo anterlor sa decidid probar ambas formas de recubrir particulas
de litex y los resultados obtenidos, gue se muestran en log Cuadros 4
Yy 5, concuerdan con los reportades por estos investigadorés (30), es
decir, la sensibilidad de las particulas de liétex recubiertas con IgG
anti-Candida albicans es menor que la sensibilidad de las particulas
recubiertas con suero hiperinmune completo, lo cual se debe, como se
menciona anteriormente, a gue se wutiliza un antigeno timo
independiente el cual provoca una respuesta inmunolégica por
anticuepos IgM principalmente, los cuales se pierden en el proceso de
precipitacién del suero quedando unicamente anticuerpos IgG en 1la
solucién.

Los antigenos timo independientes son aquellos ante los cuales 1la
produccién de anticuerpos no requiere la ayuda de las células T. Este
es el caso de los polisacaridos como los lipopolisaciridos de las
endotoxinas, los lipopolisacidridos de los neumococos y las mananas de
la pared celular de Candida albicang., Desde el punto de vista
quimico, los antigenos timo independientes se caracterizan por la
naturaleza repetitiva de sus eplitopes y por su lenta degradacién (3}.

otra ventaja presente al sensibilizar las particulas de 1l&tex con el
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suero completo as que de esta forma sa avita la autoaglutinacién de
las particulas. Segfin sefialan estos investigadores, las particulas de
latex sensibilizadas con las 7 globulinas tienden a autoaglutinar
después de 72 horas de alwmacenamiente; por 1lo gque recomiendan
preparar una solucién de IgG en un Buffer Salino de Glicina al que se
le adiciona albGmina a6rica bovina al 1% para evitar el problema,
pere si se recubren las particulas de l&tex con suero sin precipitar
no se hace necesario agregar albGmina. Al parecer, la funcién que
desempefla la albmina es la de recubrir los espacios vacfos en las
particulas de latex sensibilizadas y debido a que es una de las
proteinas mis catiénicas evita la interaccién entre las particulas de
lidtex y asi previene la autoaglutinacién.

En las titulaciones en cuadricula se gelecciond aquella dilucién de
Buero gque al recubrir las particulas de latex resultaran en las de
mayor sensibilidad. SegGn se muestra en el Cuadro 4, la dilucién de
suero completo seleccionada fué la de 1:2, ya que con esta dilucién
se alcanza a detectar la cantidad de 15 pug/ml de mananas solubles., En
el Cuadro 5, se ve la titulaclién en cuadricula de las particulas de
l8tex recubiertas con 1la IgG del antisuero contra candida albicans y
la dilucién seleccionada es 1la concentrada, es decir, la solucién de
IgG concentrada fué elegida para la sensibilizacién de particulas de
latex ya que a esta dilucién se logrd detectar la cantidad de 35
Hg/ml.

Una razén que puede explicar 1la diferencia de sensibilidad presente
entre las particulas de litex sensibilizadas con suero completo y con

la fracci6n globulinica es gque en las primeras se llegan a recubrir
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con otro tipo de inmunoglobulinas (IgM) que son las responsables
principales de la respuesta inmunolégica contra las mananas, mientras
gue las segundas solamente estan recublertas por un tipo de
inmunoglobulinas (Ig6) las cuales no son liberadas en concentraciones
significativas en la respuesta al antigeno seleccionado.

Con 10 que respecta a las particulas de 1litex testigo negativo
preparadas en el laboratorio con suero hiperinmune contra
Dernatophillug congolensis, su eficlencia se comprobd al enfrentarlas
a diferentes diluciones de mananas, y segln datos mostrados en el
Cuadro 6 Ge puede observar que no aglutinan a ninguna cohicentracién
de mananas pero si aglutinan a células de Derpatophillus congolensis
por lo que se pueden usar como testigo negativo; ademds de este
testigo, se utilizé el testlge negativo provisto en el .estuche
Candida Latex Test (DIFCO). En ninguno de los dos testigos negativos
se presentd aglutinacién, ya fuara al enfrentarlos a solucionas de
mananas o a células completas de candida albicans.

Los rasultados mostrados en el Cuadro 7 en la prueba de aglutinacién
con particulas de 1l&tex preparadas con suero hiperinmune sin
precipitar muestran que la concentracién minima detectada por esta
prueba es de 15 ug/ml de manana en sSoluci6n Buffer, mientras gue las
particulas testigo positive del estuche candida Latex Test (DIFCO)
alcanzan a detectar la cantidad de 0.1 pg/ml de mananas en Buffer,
Esta diferencia es notable, sin embargo es importante sefialar que las
particulas de latex control positive del estuche comercial
presentaban una mayor densidad 6ptica que las particulas preparadas

en el lahoratorio; las particulas del estuche comercial presentaban
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una Densidad Optica mayor a 2.0 y las particulas de 1l&tex una
pensidad Optica de 0.9. Probablementa la diferencia en sensibilidad
se debe a esta diferencia en concentracién entre ambas particulas de
litex. Ademads, desconosemos el protScolo de inoculacién empleado para
la obtencifn de los anticuerpos anti-Candida albicapns, el antigeno
utilizado en esta inoculacién, el mé&todo de fraccionamiento de las
inmunoglobulinas ¥y la técnica de sensibilizacién de las particulas de
latex.

Por lo anterior, no es posible comparar la diferencia de sensibilidad
presentada por las particulas de lAtex preparadas en el laboratorijo y
lag del estuche comercial. Unicamente nos sefiala la posibilidad de
modificar las condiclones de preparacién para lograr una mayor
sensibilidad. Con 1lo que respecta a la especificidad de la prueba,
los resultados mostrados en el Cuadro 8 nos lndican que no existen
reacciones cruzadas al enfretar las particulas de latex
sensibilizadas con c¢andida albicans y ctryptogogous neeformans, el
cual seria el microorganismo mis relacionade due pudiese tener
importancia clinica en el humano; le anterior concuerda con 1lo
reportado en la literatura (13,19). Por lo tanto la especificidad de
la prueba es adecuada para al diagnéstico de infecciébn por Canpdida.
Pensamos gue esta técnica cumple las necesidades de un laboratorio de
diagnéstico de rutina dados 1los materiales y equipos en ellos
presentes. Se lograria mejorar la sensibilidad diagnéstica empleando
métodos y aparatos ma&s complejos.

Los métodos de diagnéstico de infecciones sistémicas causadas por

candida alkicans mds recientes siguen enfocande su atencién en 1la
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aglutinacién de particulas de 1l&tex, ain embargo, se realizan
estudios para mejorar la sensibilidad de la misma. Para lograr tal
objetivo se esta analizando la posibilidad de emplear un antigeno
timo dependiente, como es una proteina de 47 kDa somAtica, para
desarrollar una nueva generacién de pruebas serodiagnésticas que
prometen ser mids sensibles gue las disponibles en la actualidad (53).
Se requlere 1la validaciéon de 1la prueba empleando sueros de cascs

clinicos de positivos a Candida albicans.
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6.0 CONCLUSIONES.

El método de aglutinacién con particulas de l&tex puede representar
una alternativa para el diagnéstico de infecciones causadas por
Candida albicans. En general, esta prueba cumple con las necesidades
de un laboratorio de diagnéstice micolSgleo. Y puede ser utilizada
como una herramienta en el diagnéstico de infecciones sistémicas
causadas por Candiga aibicans junto con otros métodos, para asi

lograr un diagnéstico certero y temprano de la infeccién.
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APENDICE -1

Cuantificacidén de carbohidrates por el método de Dubols, (16,29)

con este método se cuantifican azlcares simples, oligosacAridoes,
polisaciridos y sus derivados con grupos reductores libres o
potencialmante libres. Es ventajoso ya que no se raguiere de
hidré6lisis previa. 5in embargo, no es aplicable con amincazGcares,
derivados alcoh&licos y no es suficientante sensible con pentosas. E1
métodeo es utilizado particularmente para la estimacién de azdcares

separados por cromatografia en papel,

REACTIVOS.

1.- 5.5m1 de fenol liquido (90%) + 94.5m1 de agua destilada.
{Concentracién final de 5%).
2.- Acido sulfGrico concentrade.

3.~ Glucosa y Manosa. 10 pg/ul. Lineal 1-5 ul.

HETGDO,
1.~ 200 ul de la muestra.

2.~ 200 pl de reactivo de fenol

3.~ Répida y culdadosamente agregar 1 ml de H2504 conc, Agitar.
4.~ Mantener a temperatura ambiente 10 minutos.

5.~ Incubar a 30°C por 20 minutos.
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6.~ Leer a 490 nm (El color es estable de 2 a 3 horas a temperatura

ambiente).

APENDICE 2

Hétodo de Doble inmunodifusidn. (47)

REACTIVOS.
1.- Buffer Salino de Fosfatos.

Cloruro de sodio (NaCl} 8.00 g
Hidrégeno de fosfato dipotAsico (KaHPO«} .21 g
Dihidr&geno de fosfato potdsico (KHz2PO4) 0.34 g
Agua deionizada 1000.00 ml

Los ingredientes son suspendidos en el agua y se mezclan hasta
su total disolucién. pH 7.2

2.~ Buffer Veranal (Barbitone).

Ac. dietilbarbitarico (Barbitone) 3.32 g
Dietil barbitone de sodic 25.52 g
Azlda de sodic (NaNa) 2.00 g
Agua deionizada 2000.00 ml

El barbitone se disuelve en 200 ml de agua deionizada caliente,
el barbital de sodic se disuelve en la golucién y se adiciona el
agua restante hasta completar los 2000 ml. El azida de sodio se

adiciona como preservativo.

3.- Solucisdn para decolorar.
Metanol 500.00 ml
Acido acético glacial 100,00 ml
Agua deionizada 400.00 ml

4.~ Solucién Negro de Amido.
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HETODO.

1.-

10.~

11.-

Negro de Amido (naftaleno) 1.00 g
solucién para decolorar 1000.00 ml
Los ingredientes se mezclan y se guardan en un frasco color

&mbar.

pisolver 1.5 g de agar purificado en 50 ml de agua destilada,
afadir 50 ml de buffer de Veronal caliente (56°C) con azida de
sodio ya incorporada al buffer.

Vaciar en cajas Petrl grandes (B.5 cm) 10 ml del medlo para cada
caja, utilizando una mesa o tabla nivel.

pejar solidificar para que el agar quede firme, se puede
refrigerar por cspacio de 9 minutos a 4°C aproximadamente.

Por cada caja tener 3 patrones y hacer los pozos con oradadoer.
Los patrones se marcan con azul de alsacia.

Los orificios hechos en el agar se llenan con el antigeno en el
centro y los antisueros alrededor o viceversa. Se recomienda
anotar en un papel el esquema sequido.

Las cajas se colocan en una cimara hGmeda y se incuban a 37°C
por 24 horas para lograr las lineas de precipitacisn.

Después de las 24 horas, las placas se retiran de la caja Petri
y se dejan remocjando en el Buffer Salino de Fosfatos por espacio
de 24 horas.

A las 24 horas, la solucién se cambia por Buffer Salino de
Fosfatos limpio o nuevo.

A las 24 heoras, el Buffer 5alino de Fosfates se cambla por agua
destilada y las placas se dejan aqui por 24 horas.

Por Gltimo se colocan las placas en planchas de vidrio y se
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dejan en una estufa para secar. Se tifien con solucién de Negro
de Amido.

APENDICE 3

Precipitacién de antisuero de mamifero con (NH«)250¢ (22)

La composicién proteica de los antisueros de conejo, caballo, cabra y
oveja son caracteristicamente diferentes. Por 1o tanto, la cantidad y
tipo de proteinas séricas precipitadas por una concentracién dada de
sulfato de amonio varia de acuerdo con las especles animales de las
que se obtiene el suero. Las fracciones de globulina cruda mostradas
en la figura 2 fueron obtenidas de estos cuatro antisueros de
mamifero por medio de los siguientes procedimjentos y son de una
pureza adecuada para la produccién de conjugados satisfactorics para

diferentes aplicaciones.

REACTIVOS .
1.- Sulfato de amonio grado reactivo . (NH4)2S0s

a) Solucidn stock saturada (pH 5.8)
Colocar 55 g de (NH4)2SOs puro en un matraz volumétrico de

100 ml ¥y 1llevar a aforo con agua destilada, Conservar a
temperatura ambiente, se puede conservar por varies dias
antes de usarse, agitar perfectamente al menos una vez al

dia.
b) Soluciones de trabajo (pH 5.8}
Preparar solucién nueva seg(n se necesite como se muestra en

la siguiente tabla,
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S0L. STOCK  AGUuA DEST. SOLH. TRABAJO HEZCLA REACC. PROT,

yol. vol. % SATURACION X SATURACION
10 [} 100 50 .
g 1 90 45
8 2 80 40
7 3 70 35
6 4 60 30
2.- GCloruro de sodio NacCl 0.85%

Colocar 8.5 g de NaCl en un matraz volumétrico de 1 litro.
Diselver y aforar con  agua destilada. Elevar el pH

aproximadamente a 8.0 con NaOH.

METODO.

Precipitacién de antisuero de oveja y conejo con sulfato de amonio.

con antisuero de conejo, este procedimiento ha dado productos que

tienen aproximadamente 65% de gamma globulina, 34% de otras

globulinas, y 1% de albtimina.

1.~ Mientras se agita suavemente el suero, agregar lentamente un
volumen de solucién de (NH4)2504 (al 70% de saturacién) igual al
volumen del suero; por ejemplo, para 10 ml de sueroc agregar 10

m), de solucién, Mezclar perfectamente y dejar reposar.

HOTAs YOLUMENES IGUALES DE SUERO ¥ DE UNA SOLUCION SATURADA AL
70% RESULTAR EN LA PRECIPITACION bE Lis CLOBULINAS EN LA
PRESENCIA DE UNA SOLUCION SATURADA AL 35X,

2.- Dejar gue se realice la reaccién a 25°C por un minimo de 4 horas
0 a 4°C por un minimo de 24 horas. Después, concentrar el
precipitado globulinico por centrifugacién a 4°C por 30 minutos

a una fuerza centrifuga relativa de aproximadamente 1440 x g.



Decantar y desechar al liguido sobrenadanta.

Agregar agua destilada al precipitado, agitar suavemente durante
la adicién para obtener una solucién globulinica que tenga un
volumen total aproximado al del suero original. (10 ml).
Reprecipitar 1a globulina como se describe en el paso
1,empleande un veolumen de solucién de sulfato de amonio (al 70%
de saturacién) igual al volumen de la solucién globulinica,
centrifugar inmediatamente como antes, desechar e] sobrenadante
y resuspenda como en el paso 3. Precipitar la globulina una vez
m&s ¥ resuspenda como en el paso 3 © a un volumen menor si se
desea concentrar.

Dializar ia globulina contra cambias frecuentes de solucién de
Nacl 0.85% pH 8.0 hasta gue no se detecte sulfato en el
dializado después de su uso por 24 horas. La presencia de
sulfato de amonioc es determinada por 1la adicién de un pequefio
volumen de solucién saturada de cloruro de bario (BacClz) igual
al volumen de dializado salino. Mezclar perfectamente, si no se
forma ninguna nubosidad, se consldera que 1la solucién

globulinica est& libre de sulfato de awmonio.

NOTA: -9 SULFATO e Anodlo TINTERVIENE ™ LA DETERMINAGION DE
COMCEXTRACION DE CLOBULINA POR LAS TECNICAS HAS CONIMENTE
ENPLEADAS Y CuaNpo B SULFATO E ANONIO ESTA PRESENTE EN
CANTIDADES DE 0.08 L} o KAYORES, INYERFIERE coN LA REACCIOR bE
CONJUGAGION, B TiEXPQ REQUER] DO PARA REMGVER 8. SULFATO pE
AWONIO POR DIALISIS SE DISHINUYE oM CAXBIOS FHRECUENTES DE LA

SOLUCION DE CLORURD DE SODMO PERO NO POR AGITACION.
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